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Ионотропные	 Р2Х-рецепторы	 (Р2ХR)	 участвуют	 в	 симпатическом	 контроле	 сосуди-
стого	 тонуса,	 опосредуя	 вход	 ионов	 кальция	 в	 гладкомышечные	 клетки	 (ГМК),	 что	
приводит	 к	 деполяризации	 мембраны	 последних	 и	 активации	 потенциалуправляемых	
кальциевых	каналов	L-типа.	Кроме	того,	ионы	Са2+,	вошедшие	в	клетку,	запускают	вы-
свобождение	Са2+	из	саркоплазматического	ретикулума	(СР)	ГМК	через	рианодиновые	
рецепторы	(RyR),	усиливая	кальциевые	сигналы.	Ранее	мы	обнаружили,	что	существен-
ный	вклад	в	Р2ХR-опосредованную	кальциевую	сигнализацию	обеспечивает	также	вы-
свобождение	Са2+	через	инозитолтрифосфатные	рецепторы	(IP
3
R).	Это	свидетельству-
ет	о	вовлечении	метаботропного	сигнального	пути	в	кальциевую	сигнальную	систему	
ионотропных	 Р2ХR.	Используя	 конфокальную	 детекцию	изменений	 внутриклеточной	
концентрации	Са2+	 ([Ca2+]
i
)	и	аппликацию	ингибиторов	кальциевых	каналов	(никарди-
пин,	5	мкМ),	сарко-эндоплазматической	кальциевой	АТФ-азы	SERCA	(циклопиазоновая	
кислота,	10	мкM),	IP
3
R	(2-APB,	30	мкM),	RyRs	(тетракаин,	100	мкM)	и	фосфолипазы	С	
(PLC;	U-73122,	 2.5	мкМ),	мы	оценивали	относительное	 участие	 упомянутых	четырех	
компонентов	в	увеличении	[Ca2+]
i
	при	активации	Р2ХR,	вызванной	действием	агониста	
данных	рецепторов	αβ-меATФ.	Вклады	трансмембранного	входа	кальция через	каналы	
P2XR	и	 кальциевые	 каналы	были	 соизмеримыми	 (11.0	±	 1.4	%,	n	 =	 14	и	 8.0	 ±	 1.4	%,	 
n	=	14	соответственно).	Вклад	высвобождения	Са2+	через	IP
3
R	оказался	втрое	бóльшим,	
чем	вклад	высвобождения	Са2+	через	RyR	(41	±	5	%,	n	=	26	и	14	±	7	%,	n	=	16	соответ-
ственно).	Блокирование	кальциевых	каналов	приводило	к	 семикратному	уменьшению	
вклада	IP
3
R-опосредованного	высвобождения	Ca2+	(от	41	до	5.6	%);	при	этом	вклад	RyR-
опосредованного	 высвобождения	 Са2+	 существенно	 не	 изменялся.	 Данный	 факт	 по-
зволяет	предположить	наличие	функциональной	 связи	между	 активацией	 кальциевых	
каналов	 и	 функционированием	 метаботропного	 PLC/IP
3
-опосредованного сигнально-
го	 каскада.	 Сопоставимая	 эффективность	 ингибирования	 αβ-меATФ-индуцированных	
кальциевых	 ответов	 блокаторами	PLC	или	 IP
3
R	 и	 никардипином	 также	 поддерживает	
эту	 гипотезу.	 Согласно	 полученным	 данным,	 увеличение	 [Ca2+]
i
	 при	 активации	 Р2ХR	
является	результатом	не	только	Р2ХR-опосредованного	входа	Са2+,	 который	запускает	
высвобождение	Са2+	через	RyR,	но	и	высвобождения	Са2+	через	 IP
3
R.	Последний	про-
цесс	 происходит	 за	 счет	 функционирования	 PLC-опосредованного	 пути,	 связан	 с	 ак-
тивацией	кальциевых	каналов	и	обеспечивает	доминирующий	вклад	в	высвобождение	
Са2+	из	депо	в	случае	активации	упомянутых	ионотропных	рецепторов.
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КОНВЕРГЕНЦИЯ	ИОНОТРОПНЫХ	И	МЕТАБОТРОПНЫХ	СИГНАЛЬНЫХ	ПУТЕЙ
ВВЕДЕНИЕ
В	 регуляции	 тонуса	 кровеносных	 сосудов	 симпа-
тической	 нервной	 системой	 принимают	 участие	
ионотропные	 пуринорецепторы	 Р2Х	 (Р2ХR),	 ко-
торые	 находятся	 в	 мембранах	 сосудистых	 глад-
комышечных	 клеток	 (ГМК)	 [1–3].	 Эти	 рецепторы	
обладают	 неселективными	 катионными	 канала-
ми,	 проницаемыми	 для	 Са2+,	 Na+	 и	 К+	 [4–6].	 При	
активации	данных	рецепторов	происходит	деполя-
ризация	 клетки,	 что,	 в	 свою	 очередь,	 приводит	 к	
открыванию	 потенциалуправляемых	 кальциевых	
каналов	 L-типа	 [7,	 8].	 В	 результате	 ионы	 кальция	
входят	в	клетку	и	через	ионотропные	кальцийпро-
ницаемые	Р2ХR,	и	через	кальциевые	каналы.	Вну-
три	 клетки	 вошедшие	 ионы	 кальция	 инициируют	
процесс	 высвобождения	 кальция	 из	 саркоплазма-
тического	 ретикулума	 (СР).	 Благодаря	 такому	 вы-
свобождению	внутриклеточная	концентрация	каль-
ция	 ([Са2+]
i
),	 от	 которой	 зависят	 сила	 сокращения	
ГМК	и,	в	конце	концов,	величина	просвета	сосуда,	
многократно	увеличивается.	Этот	механизм	усиле-
ния	 кальциевого	 сигнала	 имеет	 непосредственное	
отношение	 к	 эффективности	 симпатической	 регу-
ляции		кровотока.	
Известны	 два	 механизма	 высвобождения	 каль-
ция	из	СР.	Это	кальцийиндуцируемое	высвобожде-
ние	Са2+	(CICR)	[9],	которое	опосредуется	рианоди-
новыми	рецепторами	(RyR),	и	инозитолтрифосфат	
(IP
3
)-опосредованное	высвобождение	кальция,	ко-
торое	 обеспечивается	 IP
3
-рецепторами	 (IP
3
R).	 В	
исследовании	на	сегментах	мезентериальной	арте-
рии	морской	 свинки,	 выполненном	 с	 использова-
нием	тензометрической	методики	 [10],	было	под-
тверждено	участие	обоих	упомянутых	механизмов	
в	усилении	кальциевого	сигнала	в	условиях	актива-
ции	ионотропных	Р2ХR.	При	этом	вовлечение	IP
3
-
опосредованного	высвобождения	кальция	стало	для	
нас	несколько	неожиданным,	поскольку	активация	
Р2ХR	не	связана	с	опосредованной	G-белками	ак-
тивацией	фосфолипазы	С	(PLC)	и	образованием	IP
3
.	
В	мультиклеточных	препаратах,	 однако,	 апплика-
ция	агониста	Р2ХR	может	активировать	пуриноре-
цепторы,	расположенные	не	только	на	ГМК,	но	и	
на	пресинаптических	нервных	окончаниях.	Каль-
ций,	вошедший	в	нервное	окончание	через	Р2ХR,	
может	вызывать	высвобождение	норадреналина	и	
активацию	метаботропных	 α1-адренорецепторов,	
присутствующих	в	мембранах	ГМК	[11,	12],	с	по-
следующим	 IP
3
-опосредованным	 высвобождени-
ем	 Са2+	из	 СР	 [13,	 14].	 Чтобы	 исключить	 подоб-
ную	неопределенность,	мы	провели	исследование	
Р2ХR-опосредованной	кальциевой	сигнализации	на	
изолированных	ГМК	мезентериальной	артерии,	ис-
пользуя	быструю	конфокальную	визуализацию	из-
менений	[Са2+]
i
.	Мы	анализировали	относительный	
вклад	в	суммарный	кальциевый  сигнал	трансмем-
бранного	входа	кальция через	Р2ХR	и	кальциевые	
каналы	 L-типа,	 а	 также	 процесс	 высвобождения	
кальция	из	СР	через	RyR	и	 IP
3
R.	Полученные	ре-
зультаты	свидетельствуют	о	способности	кальцие-
вых	каналов	через	сигнальный	путь	G
q/11
/PLC/IP
3
	в	
существенной	степени	активировать	высвобожде-
ние	кальция из	СР	через	IP
3
R.	
МЕТОДИКА
Изоляция ГМК. Опыты	 проводились	 на	 ГМК	 мез- 
ентериальной	 артерии	 морской	 свинки,	 изолиро-
ванных	 с	 использованием	 ферментативно-механи-
ческой	методики	[7].	Участок	мезентериальной	ар-
терии	 третьего–седьмого	 порядка,	 очищенный	 от	
жировой	 и	 соединительной	 ткани,	 выдерживали	
при	37	°C	18–20	мин	в	1.0	мл	раствора,	содержаще-
го	в	себе	1.0	мг	коллагеназы	(тип	ІА),	0.5	мг	проте- 
азы	 (тип	 Х),	 0.5	 мг	 соевого	 ингибитора	 трипсина	
(тип	II-S)	и	1.0	мг	бычьего	сывороточного	альбуми-
на.	 Функционально	 полноценные	 изолированные	
миоциты	 получали	 после	 многократного	
пропускания	 ферментативно	 обработанной	 ткани	
через	 пастеровскую	 пипетку.	 Суспензию	 клеток	
хранили	не	 более	 8	 ч	 после	 изоляции	 в	 камерах	 с	
нормальным	 раствором	 Кребса	 при	 температуре	 
4	°С.	Эксперименты	проводили	при	комнатной	тем-
пературе	(20–25	°C).	
Визуализация изменений [Ca2+]
i
.	Изменения	[Ca2+]
i
 
визуализировали,	 используя	 высокоаффинный	 
(k
d
	 =	 526	 нM)	 кальцийчувствительный	 флуорес-
центный	 краситель	 Fluo-3	 АМ	 (максимумы	 аб-
сорбции/эмиссии	при	длине	волн	506	нм/526	нм).	
Краситель	разводили	в	DMSO	с	добавлением	детер-
гента	Pluronic	F-127;	 раствор	доводили	до	конеч-
ной	 концентрации	5	мкМ	нормальным	раствором	
Кребса.	 ГМК	 загружали	 красителем	 в	 течение	 
20	 мин	 и	 отмывали	 40	 мин	 раствором	 Креб-
са	 при	 комнатной	 температуре	 для	 полной	 де-
эстерификации.	 Для	 предотвращения	 сокраще-
ний	ГМК	за	10	мин	до	начала	измерений	в	камеру	
добавляли	 вортманнин	 (конечная	 концентрация	 
40	мкМ).	
Конфокальные измерения. Экспериментальную	
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камеру	с	клетками	размещали	на	предметном	сто-
лике	инвертированного	микроскопа	Axiovert	100	M,	
оснащенного	лазерным	сканером	LSM	5	 («Zeiss»,	
ФРГ).	Конфокальные	изображения	получали	с	по-
мощью	 объектива	 Zeiss	 Plan-Apochromat	 40×1.4	
(масляная	 иммерсия).	 Визуализацию	 изменений	
[Ca2+]
i
 на	субклеточном	уровне	производили	в	про-
цессе	последовательного	двумерного сканирования	
при	 фиксированной	 фокусировке,	 что	 позволяло	
получать	 последовательность	 из	 1000	 двумерных	
(x–y)	изображений	с	частотой	13–32	с–1.	Флуорес-
ценцию	Fluo-3	АМ	возбуждали	с	помощью	ионно-
го	аргонового	лазера	 (200	мВт,	«Laser-Fertigung»,	
ФРГ).	Вызываемые	действием	агониста	изменения	
[Са2+]
i
	представляли	графически	в	виде	последова-
тельности	значений	нормированной	интенсивности	
флуоресценции	Fluo-3	(F/F
0
),	усредненной	в	преде-
лах	конфокального	оптического	среза	ГМК	[15].	
Растворы и реактивы. Для	изолированных	кле-
ток	использовали	раствор	Кребса	следующего	со-
става	 (в	миллимолях	на	1	л):	NaCl	–	120,	KCl	–	6,	
CaCl
2	
–	2.5,	MgCl
2	
–	1.2,	глюкоза	–	12,	Hepes	–	10;	
pH	 доводили	 до	 7.4	 с	 помощью	 NaOH.	 Бескаль-
циевый	 раствор	 соответствовал	 раствору	 Кребса	
для	изолированных	клеток,	отличаясь	отсутствием	
CaCl
2
.
В	работе	использовались	следующие	реактивы:	
коллагеназа	(тип	ІА),	протеаза	(тип	Х),	соевый	ин-
гибитор	трипсина	(тип	II-S)	и	бычий	сывороточный	
альбумин	 («Invitrogen»,	 Великобритания),	 Fluo-
3AM-ацетоксиметиловый	эфир	(Fluo-3	AM)	и	Plu-
ronic	F-127	(«TefLabs»	США),	HEPES,	диметилсуль-
фоксид	–	DMSO,	кофеин	и	вортманнин	 («Sigma»,	
Великобритания),	аденозин	5´-трифосфат,	натрие-
вая	соль	–	АТФ,	αβ-метиленаденозин	5´-трифосфат,	
литиевaя	соль	–	αβ-меATФ,	тетракаина	гидрохло-
рид	и	никардипин	(«Sigma-Aldrich»,	США),	2-ами-
ноэтоксидифенил	борат	(2-APB)	и	циклопиазоновая	
кислота	–	ЦПК	(«Calbiochem»,	США).
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для	 активации	 Р2ХR	мы	использовали	 кратковре-
менную	 (300	 мс)	 аппликацию	 10	 мкM	 αβ-меATФ	
(см.	 Методику).	 Последний	 является	 селектив-
ным	агонистом	Р2Х1R	[6],	которые	экспрессирова-
ны	 в	 мезентериальной	 артерии	 в	 наибольшем	 ко-
личестве	 [16].	 Поскольку	 для	 Р2Х1R	 характерны	
быстрая	 десенситизация	 и	 медленная	 кинетика	
восстановления	[5,	6],	повторные	аппликации	дан-
ного	агониста	производились	не	раньше	чем	через	 
10	мин	(время,	необходимое	для	завершения	ресен-
ситизации	 рецепторов	 и	 перезаполнения	 внутри-
клеточных	 депо	 кальцием).	 Относительный	 вклад	
трансмембранного	 входа	 Са2+	 в	 суммарный	 каль-
циевый	сигнал	оценивался	после	предварительно-
го	 опустошения	 СР,	 который	 является	 основным	
внутриклеточным	 запасником	 кальция.	 Для	 это-
го	использовали	ЦПК,	 которая	обратимо	блокиру-
ет	Ca2+-ATФазу	СР	(SERCA),	но	не	влияет	на	ион-
ные	 каналы,	 в	 том	 числе	 на	 кальциевые	 каналы	
L-типа	 [17,	 18].	 Эффективность	 опустошения	 СР	
проверяли	 путем	 аппликации	 3	 мМ	 кофеина	 по-
сле	10-минутной	инкубации	клетки	в	растворе,	со-
держащем	 в	 себе	 10	 мкМ	ЦПК.	 После	 инкубации	
в	 таком	 растворе	 аппликация	 кофеина	 не	 вызыва-
ла	никаких	изменений	[Са2+]
i
	(данные	не	представ-
лены).	 Последующая	 активация	 Р2ХR	 с	 помощью	
10	 мкМ	 αβ-меATФ	 вызывала,	 однако,	 преходящее	
увеличение	 [Са2+]
i
,	 обусловленное	 трансмембран-
ным	входом	кальция	через	каналы	Р2ХR	и	кальци-
евые	каналы.	Типичный	вид	кальциевых	сигналов,	
вызванных	аппликацией	αβ-меATФ	дó	и	после	опу-
стошения	СР,	показан	на	рис.	1,	А.	
Статистический	анализ	результатов,	полученных	
на	24	клетках,	показал,	что	в	среднем	только	19.0	±	 
±	0.8	%	суммарного	кальциевого	сигнала	при	акти-
вации	Р2ХR	непосредственно	обеспечиваются	вхо-
дом	кальция	через	канальные	структуры	мембраны	
(собственно	Р2ХR	и	кальциевые	каналы).	Таким	об-
разом,	коэффициент	усиления	кальциевого	сигна-
ла	за	счет	мобилизации	высвобождения	кальция из	
внутриклеточных	запасников	(оцененный	на	осно-
ве	этих	результатов	как	отношение	полной	ампли-
туды	кальциевого	сигнала	к	амплитуде,	определяе-
мой	трансмембранным	входом	кальция)	составляет	
порядка	5.3.	
Для	того,	чтобы	разграничить	компоненты	каль-
циевой	 сигнализации,	 которые	 обеспечиваются	
собственно	 Р2ХR	 и	 кальциевыми	 каналами,	 при-
сутствующими	 в	 мембране	 ГМК,	 и	 оценить	 спо-
собность	 ионов	 Са2+,	 входящих	 через	 эти	 пути,	
запускать	высвобождение	кальция	из	СР,	мы	при-
меняли	блокирование	кальциевых	каналов	с	помо-
щью	5	мкМ	никардипина	и	регистрировали	суммар-
ные	 кальциевые	 сигналы	 в	 ответ	 на	 аппликацию	 
10	мкМ	αβ-меATФ	дó	 и	 после	 опустошения	СР	 с	
помощью	10	мкМ	ЦПК	(рис.	1,	Б).	В	первом	слу-
чае	 суммарный	сигнал	включал	в	 себя	как	 транс-
мембранный	вход	Са2+	через	Р2ХR,	так	и	индуци-
рованное	им	высвобождение	Са2+	из	СР.	Во	втором	
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же	случае	регистрировалась	только	та	часть	каль-
циевого	 сигнала,	 которая	 обеспечивалась	 транс-
мембранным	 входом	Са2+	через	 сами	Р2ХR.	 Заре-
гистрированные	 кальциевые	 сигналы	 сравнивали	
с	контрольными,	полученными	без	добавления	ни-
кардипина.	
В	условиях	опустошения	СР	кальциевый	сигнал,	
обусловленный	 трансмембранным	 входом	 Са2+,	
уменьшался	от	19.0	±	0.8	%	в	контроле	(n	=	24)	до	
11.0	±	1.4	%	в	присутствии	никардипина	 (n	=	14).	
Эти	 результаты	 показывают,	 что	 каналы	 Р2ХR	 и	
кальциевые	каналы	обеспечивают	примерно	сопо-
ставимые	вклады	в	суммарный	кальциевый	сигнал;	
соответствующие	компоненты	составляют	прибли-
зительно	11	и	8	%.	В	условиях	интактности	депо	СР	
блокирование	кальциевых	каналов	никардипином	
уменьшало	суммарный	кальциевый	сигнал	в	сред-
нем	на	64	±	2	%	(n	=22).	Никардипинчувствитель-
ный	компонент	отображает	суммарный	вклад	входа	
Са2+	в	клетку	через	кальциевые	каналы	и	последу-
ющего	высвобождения	Са2+	из	СР,	обусловленного	
активацией	 указанных	 каналов.	 Аналогично,	 ни-
кардипинустойчивый	компонент,	примерно	равный	 
36	%,	 отображает	 вклад	 ионов	 Са2+,	 вошедших	 в	
клетку	через	Р2ХR,	плюс	активируемое	этим	вхо-
дом	 высвобождение	 кальция	 из	 СР	 через	 CICR-
механизм.	Полученные	результаты	свидетельствуют	
о	том,	что	при	активации	Р2ХR	вовлечение	кальци-
евых	каналов	вследствие	деполяризации	мембраны	
ГМК	обеспечивает	почти	вдвое	более	эффективную	
кальциевую	сигнализацию,	чем	собственно	актива-
ция	упомянутых	рецепторов	(Р2ХR).	Соответствую-
щие	коэффициенты	усиления	кальциевых	сигналов,	
обеспечиваемые	двумя	указанными	путями	транс-
мембранного	входа	Са2+	и	оцененные	на	основе	по-
лученных	результатов,	составляют	приблизительно	 
8	и	3.3.	
Существенно	более	высокая	эффективность	сиг-
нализации,	опосредуемой	кальциевыми	каналами,	
может	быть	объяснена	вовлечением	дополнитель-
ных	механизмов	высвобождения	кальция	из	СР,	от-
личающихся	от	таковых	у	Р2ХR.	Чтобы	проследить	
связь	между	механизмами	трансмембранного	входа	
Са2+	и	механизмами	высвобождения	Са2+	из	СР	при	
активации	Р2ХR,	мы	проанализировали	 действие	
двух	ингибиторов,	избирательно	влияющих	на	RyR	
и	 ІР
3
R.	Мы	оценивали	влияния	100	мкМ	тетрака-
ина	 [19]	 и	 30	мкМ	2-АРВ	 [20]	 соответственно	на	
суммарные	кальциевые	сигналы,	вызванные	аппли-
кациями	αβ-меATФ	в	контроле	и	после	угнетения	
кальциевых	каналов	никардипином	(рис.	2).	Такой	
методический	подход	позволяет	разграничить	отно-
сительные	вклады	высвобождения	Са2+,	опосредуе-
мого	RyR	и	ІР
3
R,	в	суммарный	кальциевый	сигнал.	
Действительно,	 в	присутствии	 тетракаина	высво-
бождение	Са2+	происходит	преимущественно	через	
ІР
3
-R.	 Поэтому	 суммарный	 кальциевый	 сигнал	 в	
таких	условиях	состоит	из	вкладов	трансмембран-
ного	входа	Са2+	и	высвобождения	Са2+	через	 ІР
3
R.	
По	нашим	данным	(рис.	2),	 тетракаинустойчивый	
Р и с. 1.	Влияние	опустошения	саркоплазматического	ретикулума,	обусловленного	действием	10	мкМ	циклопиазоновой	кислоты	
(ЦПК),	 на	 кальциевые	 сигналы,	 вызванные	 аппликацией	 10	 мкМ	 αβ-меATФ	 (отмечено	 стрелками),	 дó	 и	 после	 блокирования	
кальциевых	каналов	никардипином	(5	мкМ).	
Кальциевый	сигнал	в	присутствии	ЦПК	отображает	вклад	трансмембранного	входа	кальция	через	Р2ХR-рецепторы	и	кальциевые	
каналы	в	контроле	(А)	или	только	(в	присутствии	никардипина)	через	Р2ХR	(Б).	По	вертикали	–	нормированная	интенсивность	
флуоресценции	Fluo-3	(F/Fo).
Р и с. 1.	 Вплив	 спустошення	 саркоплазматичного	 ретикулума,	 зумовленого	 дією	 10	 мкМ	 циклопіазонової	 кислоти	 (ЦПК),	 на	
кальцієві	 сигнали,	 викликані	 аплікацією	 10	мкМ	αβ-меATФ	 (позначено	 стрілками),	 дó	 та	 після	 блокування	 кальцієвих	 каналів	
нікардипіном	(5	мкМ).	
А
ЦПК
10 мин
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
10 мин 10 с
ЦПК
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Б
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компонент	составляет	в	среднем	60	±	5	%	(n	=	26).	
Аналогично,	 при	 блокировании	 ІР
3
-рецепторов	 с	
помощью	2-АРВ	вклад	RyR-опосредованного	 вы-
свобождения	 совместно	 с	 трансмембранным	 вхо-
дом	Са2+	составляет	33	±	7	%	(n	=	16).	Вычитание	
вклада	трансмембранного	входа	Са2+,	который	со-
ставляет	 19	%	 в	 контроле	 и	 11	%	 в	 присутствии	
никардипина,	 позволяет	 оценить	 относительные	
вклады	высвобождения	Са2+	через	 ІР
3
R	и	RyR	как	
приблизительно	41	и	14	%	соответственно.	Вели-
чины	относительных	вкладов	в	суммарный	кальци-
евый	сигнал	за	счет	 ІР
3
R-	и	RyR-опосредованного	
высвобождения	Са2+	 в	 присутствии	никардипина,	
оцененные	 способом,	 аналогичным	 описанному	
выше,	и	откорректированные	по	вкладу	трансмем-
бранного	входа	Са2+,	составляют	5.6	и	11.7	%	соот-
ветственно.	Результаты	исследования	подытожены	
на	рис.	3.	
В	контрольных	условиях,	когда	в	пуринергиче-
ской	сигнализации	задействованы	и	Р2ХR,	и	каль-
циевые	каналы,	последующее	усиление	кальциево-
го	 сигнала	происходит	 с	 участием	и	 ІР
3
R,	 и	RyR.	
При	этом	вклад	высвобождения	Са2+	через	ІР
3
R	при-
мерно	в	три	раза	превосходит	вклад	такого	высво-
бождения	через	RyR.	После	блокирования	кальци-
евых	 каналов	 ситуация	 существенно	 изменяется.	
В	 присутствии	 никардипина	 ІР
3
-опосредованное	
высвобождение	кальция	уменьшается	примерно	в	
семь	раз	(рис.	3,	Б).	В	результате	вклад	такого	про-
цесса	 становится	 в	 два	 раза	меньшим,	 чем	 вклад	
высвобождения	 кальция	 через	RyR.	В	 то	же	 вре-
мя	RyR-опосредованное	высвобождение	Са2+	прак-
А
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Р и с. 2.	Влияние	угнетения	кальциевых	каналов	под	действием	5	мкМ	никардипина	на	высвобождение	кальция	из	саркоплазма-
тического	ретикулума	через	рианодиновые	рецепторы	(RyR)	и	ІР
3
-рецепторы	(IR
3
R)	при	активации	P2X-рецепторов,	вызванной	
аппликацией	10	мкМ	αβ-меATФ	(отмечено	стрелками).	
Вклад	RyR-опосредованного	высвобождения	кальция	в	суммарный	кальциевый	сигнал	оценивали	в	условиях	угнетения	ІР
3
R	под	
действием	30	мкМ	2-АРВ	(А),	а	вклад	ІР
3
R-опосредованного	высвобождения	–	в	условиях	угнетения	RyR	под	действием	100	мкМ	
тетракаина	(Б).	В	обоих	компонентах	присутствует	вклад	трансмембранного	входа	кальция	через	Р2ХR	и	кальциевые	каналы	в	
контроле	или	только	(в	присутствии	никардипина)	через	Р2ХR.	По	вертикали	–	то	же,	что	и	на	рис.	1.
Р и с. 2.	Вплив	пригнічення	кальцієвих	каналів	під	дією	5	мкМ	нікардипіну	на	вивільнення	кальцію	із	саркоплазматичного	ретику-
лума	через	ріанодинові	(RyR)	рецептори	та	ІР
3
-рецептори	(IR
3
Rs)	при	активації	Р2Х-рецепторів,	що	була	викликана	аплікацією	10	
мкМ	αβ-меATФ	(позначено	стрілками).	
2-APB 2-APB
Никардипин
Никардипин
Тетракаин Тетракаин
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тически	 не	 изменяется	 (В).	Небольшое	 снижение	
вклада	RyR,	по-видимому,	связано	с	уменьшением	
интенсивности	их	активации	через	механизм	CICR	
из-за	прекращения	входа	Са2+	через	кальциевые	ка-
налы	в	присутствии	никардипина.	
Полученные	результаты	показывают,	что	Р2ХR-
опосредованная	активация	ІР
3
R	в	ГМК	мезентери-
альной	артерии	критически	 зависит	от	активации	
кальциевых	каналов.	Способность	кальциевых	ка-
налов,	активированных	либо	деполяризацией,	либо	
действием	 агониста,	 запускать	 опосредованную	
G-белком	активацию	PLC	с	последующим	образо-
ванием	ІР
3
	и	высвобождением	кальция	через	 ІР
3
R	
была	 продемонстрирована	 на	 ряде	 ГМК	 сосудов	
[21].	Поэтому	мы	проверили	возможность	причаст-
ности	PLC-опосредованной	сигнальной	цепочки	к	
обнаруженному	 в	 нашем	 препарате	 высвобожде-
нию	Са2+	через	 ІР
3
R.	С	данной	целью	было	прове-
дено	исследование	влияния	ингибитора	указанной	
фосфолипазы	U-73122	[22]	на	кальциевые	сигналы,	
вызванные	аппликацией	αβ-меATФ.	В	присутствии	
2.5	мкМ	U-73122	амплитуда	упомянутых	сигналов	
уменьшалась	в	среднем	на	65	±	5	%	 (n	=	5).	Этот	
факт	свидетельствует	о	значительной	зависимости	
ІР
3
R-опосредованного	высвобождения	кальция	от	
активности	PLC.	Показательно,	что	ингибитор	PLC	
угнетает	 примерно	 такую	 же	 часть	 кальциевого	
сигнала,	вызванного	аппликацией	αβ-меATФ,	как	и	
блокатор	кальциевых	каналов	(никардипин),	и	бло-
катор	 IP
3
-рецепторов	 (2-АРВ).	Приведенные	 дан-
ные	указывают	на	то,	что	 ІР
3
-опосредованное	вы-
свобождение	Са2+	является	результатом	активации	
кальциевых	каналов	L-типа	и	образования	 ІР
3
	че-
рез	PLC-зависимый	сигнальный	путь.	Такое	мета-
ботропное	действие	кальциевых	каналов	легко	объ-
ясняет	и	механизм	вовлечения	высвобождения	Са2+	
в	пуринергическую	сигнализацию	в	исследуемых	
нами	ГМК,	и	значительно	более	эффективное	уси-
ление	кальциевой	сигнализации	вследствие	актива-
ции	кальциевых	каналов,	чем	в	случае	вовлечения	
RyR.	Согласно	нашим	результатам,	RyR	первично	
активируются	преимущественно	ионами	Са2+,	вхо-
дящими	в	клетку через	каналы	Р2ХR.	Об	этом	сви-
детельствует	незначительное	снижение	вклада	ак-
тивации	RyR	в	генерацию	кальциевого	сигнала	при	
блокировании	кальциевых	каналов	 (В).	Такой	ре-
зультат	обусловливается	специфическим	простран-
ственным	распределением	экспрессии	RyR	и	 ІР
3
R	
в	ГМК	мезентериальной	артерии.	Используя	имму-
нофлуоресцентное	мечение	RyR	и	ІР
3
R,	мы	показа-
ли	[10],	что	ІР
3
R	экспрессируются	преимуществен-
но	на	элементах	СР,	находящихся	непосредственно	
под	 мембраной,	 а	 RyR	 расположены	 глубже,	 на	
центральных	и	околоядерных	элементах	СР.	Такие	
особенности	распределения	способствуют	эффек-
тивному	 накоплению	 ІР
3
	 в	 микрообъемах	 между	
примембранным	СР	и	мембраной,	в	которой	распо-
ложены	кальциевые	каналы.	Подобное	накопление	
облегчает	 взаимодействие	 ІР
3
	 с	 экспрессирован-
ными	там	 ІР
3
R-рецепторами.	В	то	же	время	взаи-
модействие	вошедших	в	микрообъем	ионов	Са2+	с	
отдаленными	локусами	расположения	RyR	оказы-
вается	существенно	ограниченным	из-за	«экрани-
рования»	процесса	диффузии	примембранным	СР	
[23].	Ограниченность	 участия	 ионов	Са2+,  вошед-
ших	 через	 кальциевые	 каналы,	 в	 активации	RyR,	
по-видимому,	не	распространяется	на	массирован-
ное	высвобождение	Са2+	через	 ІР
3
R,	опосредован-
ное	 метаботропным	 аспектом	функционирования	
кальциевых	каналов.	Вклад	 ІР
3
R-опосредованного	
высвобождения	 в	 активацию	RyR	можно	оценить	
соответственно	 величине	2-АРВ-чувствительного	
компонента	интегрального	кальциевого	сигнала,	ко-
торый	составляет	в	среднем	67	±	7	%	(n	=	16).	Этот	
компонент,	в	отличие	от	тетракаинустойчивого	ком-
понента,	помимо	вклада	ІР
3
R-опосредованного	вы-
свобождения	(41	%),	включает	в	себя	«добавку»	за	
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Р и с. 3.	Компоненты	Р2ХR-опосредованной	 кальциевой	 сиг-
нализации.	
A	 −	 вклад	 трансмембранного	 входа	 кальция	 через	 Р2Х-
рецепторы	 (1)	 и	 кальциевые каналы	 (2);	 Б	 −	 вклад	
высвобождения	 кальция	 через	 IP
3
-рецепторы	 в	 контроле	 (3)	
и	 после	 блокирования	 кальциевых	 каналов	 никардипином	
(4);	 В −	 вклад	 высвобождения	 кальция через	 рианодиновые	
рецепторы	 в	 контроле	 (3)	 и	 после	 блокирования	 кальциевых	
каналов	 никардипином	 (4).	 По	 оси	 ординат	 –	 относительный	
вклад,	%	(за	100	%	принята	амплитуда	сигнала	в	контроле).	
Р и с. 3.	Компоненти	Р2ХR-опосередкованої	кальцієвої	сигна-
лізації.
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счет	 активации	RyR	ионами	Са2+,	 которые	высво-
бодились	через	 ІР
3
R.	Такая	добавка	составляет	26	
%,	и	она	может	служить	мерой	перекрестной	акти-
вации	RyR	и	 ІР
3
R.	Подобное	взаимодействие	двух	
механизмов	высвобождения	кальция	описано	и	для	
ГМК	других	типов	[24,	25].
Таким	 образом,	 результаты	 настоящего	 иссле-
дования	показали,	что	повышение	[Са2+]
i при	акти-
вации	 Р2ХR	 происходит	 вследствие	 совместного	
вклада	нескольких	взаимосвязанных	процессов.	С	
одной	стороны,	это	вход	ионов	Са2+	из	внеклеточ-
ной	 среды	 через	 Р2ХR	 и	 вызванное	 данным	 вхо-
дом	RyR-опосредованное	высвобождение	кальция	
из	 СР	 за	 счет	 механизма	 CICR.	 С	 другой	 сторо-
ны,	 это	 активация	 потенциалуправляемых	 каль-
циевых	 каналов	 L-типа	 в	 результате	 деполяриза-
ции,	вызванной	открыванием	ионотропных	Р2ХR.	
Благодаря	 присущей	 кальциевым	 каналам	 мета-
ботропной	функции	они	способны	через	сигналь-
ный	путь	G
q/11
/PLC/IP
3
	 существенно	 активировать	
IP
3
-опосредованное	высвобождение	Са2+	из	СР.	По-
добное	 IP
3
R-опосредованное	высвобождение	дан-
ных	ионов	из	СР	при	активации	Р2ХR	обеспечивает	
наиболее	весомый	вклад	в	кальциевую	сигнализа-
цию,	 в	 три	 раза	 превосходящий	 вклад	 исходного	
высвобождения	Са2+	через	RyR.	Механизм	актива-
ции	 PLC-опосредованного	 высвобождения	 Са2+	 в	
результате	функционирования	потенциалуправля-
емых	кальциевых	каналов	L-типа	требует	дальней-
ших	исследований.
Исследование	выполнялось	согласно	положениям	Меж-
дународной	конвенции	по	защите	животных,	используемых	
в	экспериментальных	и	других	научных	целях	 (Страсбург,	
1985),	 а	 также	 соответственно	положениям	Комитетов	по	
биоэтике	Института	физиологии	им.	А.	А.	Богомольца	НАН	
Украины	и	Лилльского	университета	наук	и	технологий.
Авторы	настоящей	работы	–	К.	Ю.	Суханова,	В.	А.	Бурый	
и	Д.	В.	Гордиенко	–	подтверждают,	что	у	них	отсутствует	
конфликт	интересов.
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Р	е	з	ю	м	е
Іонотропні	Р2Х-рецептори	(Р2ХR)	беруть	участь	у	симпа-
тичному	контролі	судинного	тонусу,	опосередковуючи	вхід	
іонів	кальцію	в	 гладеньком’язові	 клітини	 (ГМК),	що	при-
зводить	до	деполяризації	мембрани	та	активації	потенціал-
керованих	кальцієвих каналів	L-типу.	Крім	того,	 іони	Са2+,	
що	входять	у	клітину,	запускають	вивільнення	Са2+	 із	сар-
коплазматичного	ретикулума	 (СР)	ГМК	через	ріанодинові	
рецептори	 (RyR),	 підсилюючи	 кальцієві  сигнали.	 Раніше	
ми	 виявили,	що	 істотний	 внесок	 у	 Р2ХR-опосередковану	
кальцієву	сигналізацію	забезпечує	також	вивільнення	Са2+	
через	 інозитолтрифосфатні	рецептори	 (IP
3
R).	Це	свідчить	
про	залучення	метаботропного	сигнального	шляху	в	каль-
цієву	сигнальну	систему	 іонотропних	Р2ХR.	Використову-
ючи	конфокальну	детекцію	змін	внутрішньоклітинної	кон-
центрації	Ca2+	 ([Ca2+]
i
)	та	аплікацію	 інгібіторів	кальцієвих	
каналів	(нікардипін,	5	мкМ),	сарко-ендоплазматичної	каль-
цієвої	АТФ-ази	SERCA	(циклопіазонова	кислота,	10	мкM),	
IP
3
R	(2-APB,	30	мкM),	RyR	(тетракаїн,	100	мкM)	 і	фосфо-
ліпази	С	(PLC,	U-73122,	2.5	мкМ),	ми	оцінювали	відносну	
участь	згаданих	чотирьох	компонентів	у	збільшенні	 [Ca2+]
i
	 при	активації	Р2ХR,	викликаній	дією	агоніста	даних	ре-
цепторів	αβ-меATФ.	Внески	трансмембранного	входу	каль-
цію	 через	 канали	P2XR	 і	 кальцієві	 канали	 були	 співстав-
ними	(11.0	±	1.4	%,	n	=	14	і	8.0	±	1.4	%,	n	=	14	відповідно).	
Внесок	вивільнення	Ca2+	через	 IP
3
R	виявився	втричі	біль-
шим,	ніж	внесок	вивільнення	Ca2+	через	RyR	 (41	±	5	%,	n 
=	 26	 і	 14	 ±	 7	%,	n	 =	 16	 відповідно).	 Блокування	 кальціє-
вих	 каналів	 призводило	 до	 семиразового	 зменшення	 вне-
ску	 IP
3
R-опосередкованого	 вивільнення	 кальцію  (з	 41	 до	
5.6	%);	при	цьому	внесок	RyR-опосередкованого	вивільнен-
ня	Са2+	 істотно	не	 змінювався.	Даний	факт	 дозволяє	при-
пустити	наявність	функціонального	 зв’язку	між	активаці-
єю	кальцієвих	каналів	 і	функціонуванням	метаботропного	
PLC/IP
3
-опосередкованого	сигнального	каскаду.	Співставна	
ефективність	інгібування	αβ-меATФ-індукованих	кальцієвих	
відповідей	блокаторами	PLC	або	IP
3
R	і	нікардипіном	також	
підтримує	цю	гіпотезу.	Згідно	з	отриманими	даними,	збіль-
шення	 [Ca2+]
i
	 при	активації	Р2ХR	є	результатом	не	 тільки	
Р2ХR-опосередкованого	входу	Ca2+,	який	запускає	вивіль-
нення	Ca2+	 через	RyR,	 але	 й	 вивільнення	Ca2+	через	 IP
3
R.	
Останній	процес	відбувається	за	рахунок	функціонування	
PLC-опосередкованого	шляху,	 є	 пов’язаним	 з	 активацією	
кальцієвих	каналів	 і	 забезпечує	внесок	у	вивільнення	Са2+ 
із	депо	в	разі	активації	згаданих	іонотропних	рецепторів.
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